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“O homem enérgico e bem sucedido ¢ aquele que consegue transmutar as fantasias do desejo
em realidades."

Sigmund Freud

RESUMO

VIVAS, Diego Gonzalez. Avaliacido morfologica e tensiométrica de pericardios bovinos
pré-tratados em glutaraldeido e conservados em glicerina. 2013, 26p. Dissertacao



(Mestrado em Medicina Veterinaria, Ciéncias Clinicas). Instituto de Veterinaria, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

As membranas bioldgicas sdo utilizadas em procedimentos cirirgicos para fornecer um
arcabouco e orientar o desenvolvimento de novos tecidos, mediante processos de reparacao,
para que restabelecam a estrutura e a funcdo dos tecidos lesados. Ainda ndo ha uma
uniformidade quanto & padronizacdo de uma membrana a ser utilizada, metodologia de
tratamento e conservacao, tipos de solugdo e suas concentragdes e biocompatibilidade, como
no caso do pericardio bovino que possui diferentes tipos de tratamentos na medicina e na
medicina veterinaria. O presente estudo tem por objetivo descrever o comportamento
morfoldgico e mecanico do pericardio bovino tratado em glutaraldeido nas concentracdes de
0,625%, 0,8% e 1,0% por 18 dias com posterior conservacao em glicerina a 98% por 30 dias.
Foram coletados pericardios bovinos, com idade entre 30 a 36 meses, machos e fémeas em
um matadouro de fiscalizagdo estatual. Estes foram devidamente transportados em
temperatura apropriada e limpos para sua preservagdo. Os pericardios foram divididos nos
grupos experimentais em controle (fragmentos de pericardios bovinos conservados
unicamente em glicerina a 98% por 30 dias seguidos), I (fragmentos de pericardios bovinos
tratados com glutaraldeido a 0,625% por 18 dias com posterior conservacao em glicerina a
98% por 30 dias seguidos), II (fragmentos de pericardios bovinos tratados com glutaraldeido a
0,8% por 18 dias com posterior conservacdo em glicerina a 98% por 30 dias seguidos) e III
(fragmentos de pericardios bovinos tratados com glutaraldeido a 1,0% por 18 dias com
posterior conservac¢dao em glicerina a 98% por 30 dias seguidos), para avaliacdo histologica;
para os ensaios de tracdo foi adicionado o grupo in natura (pericardio bovino recém obtido
sem nenhum tipo de tratamento ou conservagdo). Foram observadas alteracdes no aspecto
fisico quanto a coloragdo e textura das membranas tratadas com glutaraldeido comparadas ao
do grupo controle. Nao houve alteragdo histoldgica do pericardio bovino do grupo controle
para os grupos experimentais I, II e III. No ensaio de tracdo, ndo observaram modificagdes
significativas entre os grupos tratados previamente com glutaral com conservacao em glicerol,
do grupo unicamente conservado em glicerol e das membranas in natura; mostrando,
portanto, que a associacdo do glutaraldeido com a glicerina para preservagdo do pericardio
bovino apresentou morfologia e um comportamento dindmico semelhante ao do grupo
controle, sendo assim, considerado satisfatorio para uma possivel aplicacdo clinica.

Palavras-chaves: membranas bioldgicas, glicerol, glutaral.

ABSTRACT|

VIVAS, Diego Gonzalez. Morphological and tensiometrical evaluation glutaraldehyde-
treated bovine pericardium preserved in glycerin. 2013, 26p. Dissertation (Master Science
in Veterinary Medicine, Clinical Science). Veterinary Institute, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.



Biological membranes are used in surgical procedures to supply a skeleton and to guide the
development of new tissues, under repairing processes, wich re-establish the structure and the
function of injured tissues. Although there is no uniformity in the standardization of a
membrane to be used, method of treatment and maintenance, solution types and yours
concentrations and biocompatibility, such as bovine pericardium that has different treatments
in medicine and veterinary. The present study aims to describe the morphological and
mechanical behavior of bovine pericardium treated with glutaraldehyde for 18 days with
subsequent preservation in glycerin for 30 days. Bovine pericardium were collected from
crossbred animals, between 30 and 36 months of age, males and females. These were
transported in appropriate temperature and clean for it’s preservation. The pericardium was
divided into the experimental groups in control (fragments of bovine pericardium preserved
only in glycerin for 30 consecutive days), I (fragments of bovine pericardium treated with
0.625% glutaraldehyde for 18 days with subsequent preservation in glycerin for 30
consecutive days), II (fragments of bovine pericardium treated with 0.8% glutaraldehyde for
18 days with subsequent preservation in glycerin for 30 consecutive days) and III (fragments
of bovine pericardium treated with 1.0 % glutaraldehyde for 18 days with subsequent
preservation in glycerin for 30 consecutive days) for histological evaluation, the group in
natura (fresh bovine pericardium) was created for physical evaluation. We observed changes
in physical appearance for coloration and texture of glutaraldehyde-treated membranes
compared to the control group. There was no histological abnormality of the pericardium in
the control group to the experimental groups I, II and III. In tensiometric testing, no
significant changes were observed between the groups previously treated with glutaral with
conservation of glycerol, only the group treated with glycerol and membranes in natura,
showing therefore that the combination of glutaraldehyde with glycerin for preservation of the
bovine pericardium showed morphology and dynamic behavior similar to the control group,
so satisfactory for a possible clinical application.

Key words: Biological membranes, glycerol, glutaral.
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A utilizagdo de membranas bioldgicas como material de implante, para a reparagdo de
orgdos e tecidos vem sendo praticada na medicina e na medicina veterinaria. O seu emprego
deve-se, principalmente, a facilidade de sua obtencdo, baixo custo, preparo simples, facil
estocagem e pouca ou nenhuma reagdo tecidual.

Grande parte dos trabalhos envolvendo membranas biologicas busca avaliar a
viabilidade em procedimentos cirtrgicos nas diferentes regides do organismo animal. O
pericardio ¢ uma das membranas mais comumente estudadas, por possuir como caracteristica
principal a constitui¢do quase exclusiva de colageno. Quanto aos meios de preservacao
destacam-se o glutaraldeido, formaldeido a 4%, a glicerina a 98%, solu¢@o hipersaturada de
agucar a 300%, vaselina, entre outros.

O meio de tratamento ¢ conservacdo de membranas mais utilizado em medicina
veterindria € a glicerina a 98% em temperatura ambiente, que apresenta como vantagem o
baixo custo e propriedade antisséptica, e na concentragdo igual ou maior que 25% age como
desinfetante. Esta solugdo age também contra bactérias gram-negativas, bactérias gram-
positivas e fungos, porém nao atua contra formas esporuladas e virus como demonstrado por
Coronado et al. (2000) e Trani (2006). As membranas utilizadas em cirurgia reconstrutora na
espécie humana sdo em maioria tratadas pelo glutaraldeido, por ser considerado um agente
esterilizante que promove aumento da resisténcia devido a ligagdes cruzadas nas fibras
colagenas e maior conservacao das membranas.

A forma cléssica de preservacdo das membranas biologicas para suas diversas
aplicagdes consiste no tratamento com glutaraldeido em variadas concentracdes e posterior
conservacao em formaldeido 4%, uma vez que a instabilidade das solugdes de glutaraldeido
impede a manutengdo por periodos prolongados. Em contrapartida, a ampla experiéncia da
utilizagdo do glicerol (glicerina 98%) na conservagdo de biomembranas em medicina
veterindria, aponta esta substdncia como vantajosa na substitui¢do do formaldeido, por suas
caracteristicas de facilidade e baixo custo de manejo, além de excelente biocompatibilidade.

O conhecimento sobre a resisténcia das membranas bioldgicas conservadas ¢ uma
caracteristica importante quando se planeja sua implantagdo para substituicdo de areas das
paredes corporais ou de visceras ocas. Na avaliag@o histologica de membranas conservadas ¢
possivel observar-se alteracdes no padrao de organizagdo tecidual, que influenciam na sua
resisténcia. A avaliagdo mecanica ¢ um método que vem sendo usado para estudo das
caracteristicas fisicas das membranas biologicas apds tratamento.

A reconstrucao cirurgica com utilizacdo de membranas bioldgicas ainda ¢ um desafio no
sentido da padronizacdo de biomateriais, metodologia de tratamento e conservagdo, tipos e
concentracdo de solugdes, biocompatibilidade, adequacgdo a finalidade cirargica, dentre outras
questdes a serem uniformizadas. Os tratamentos tradicionais do pericardio bovino na
medicina e na medicina veterinaria, quais sejam, associacao de glutaraldeido 0,5% ou 0,625%
a formaldeido 4%, e glicerina 98% como solugdo unica, deixam a desejar pelo alto nivel de
toxidez ou pela baixa efetividade antimicrobiana, respectivamente. Portanto, o presente
trabalho se justifica por reunir a efetividade antimicrobiana do glutaraldeido a baixa toxidez e
estabilidade do glicerol no tratamento e conservacao do pericardio bovino, que ¢ a membrana
mais amplamente utilizada em cirurgias reconstrutoras, seja na medicina ou na medicina
veterindria.



De acordo com as informagdes da literatura, é esperado que o método de tratamento e
conservagao aqui proposto seja adequado na manuten¢do das caracteristicas morfologicas e
mecanicas do pericardio bovino.

O presente trabalho tem como o objetivo descrever o aspecto macroscoOpico e
histologico, além do comportamento mecénico de pericardios bovinos pré-tratados em
diferentes concentragdes de glutaraldeido e conservados em glicerina a 98%.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Membranas Biologicas

As membranas bioldgicas sdo dispositivos médicos feitos para substituir ou atuar como
uma estrutura bioldgica ausente do corpo, utilizadas na Medicina e na Medicina Veterinaria
(EURIDES et al., 1994). Os implantes para serem utilizados em cirurgia podem ser sintéticos
ou biologicos; os enxertos biologicos podem ser ainda heterélogos (doador e receptor de
espécies diferentes) ou homologos (doador e receptor de mesma espécie) (CARDENAS-
LAISLON et al., 1996; COVARRUBIAS et al., 2005).

Estas bioproteses podem ser utilizadas no tratamento de defeitos de paredes corporais
(congénitos ou traumdaticos) como hérnias umbilicais, perianais, diafragmaticas e inguinais.
Também podem ser aplicadas na reconstru¢do de musculatura quando hd, por exemplo,
retirada de grandes massas tumorais, em traqueoplastias, cirurgias cardiacas, rafias intestinais,
feridas cutaneas, perfuracdes viscerais, rafias de tenddo (MAZZANTI et al., 2000), entre
outras aplicagoes.

Sua vantagem na préatica cirurgica ¢ o baixo custo, a facil aquisicdo, o facil manejo
cirirgico e sua baixa reacao tecidual. Além disso, as membranas bioldgicas devem fornecer
arcabouco para orientacdo e desenvolvimento de novos tecidos, mediante processos de
reparagao, que restabelecam a estrutura e funcdo do o6rgdo afetado (ALVARENGA, 1992;
PREVEL et al., 1995; GIROTTO et al., 2003; QUITZAN et al., 2003). De acordo com
Mazzanti et al. (2003), o tecido biologico deve ser sempre escolhido, em relacao aos materiais
sintéticos, por possuir a vantagem de ser incorporado ao organismo receptor e de servir como
suporte temporario para o processo cicatricial via formagao de tecido conjuntivo fibroso.

O colageno ¢ um biomaterial de origem natural amplamente utilizado devido a algumas
caracteristicas como a biocompatibilidade, quimiotaxia para fibroblastos, ativacao e atracao
de neutroéfilos, sendo utilizado assim, como preenchimento no reparo 6sseo, implantes para
tratamentos de queimaduras e na reparacao tecidual guiada (GASQUE et al., 2008).

O estudo pioneiro de utilizagdo de membranas biologicas no Brasil foi realizado por
Pigossi em 1967, no qual aplicou dura-mater homoéloga em cao conservada em glicerina pura
a temperatura ambiente e implantada em cdes sem testes bacterioldogicos prévios. Os animais
foram acompanhados e sacrificados em periodos de 10 a 360 dias, sendo um animal por més,
€ a necropsia apresentavam auséncia de reag¢do inflamatéria aguda. De acordo com o autor,
este fato indicou a esterilidade e uma baixa antigenicidade do material implantado, uma vez
que os animais ndo receberam antibioticoterapia.

Destacam-se neste contexto, em Medicina Veterinaria, por exemplo, o emprego de dura-
mater homoéloga em cao (PIGOSSI et al, 1971); do pericardio equino em cdo (BRUN et al.,
2002); peritonio bovino em cao (DALECK et al., 1987; DALECK et al., 1988; NETO et al.,
1999; BUSNARDO et al., 2009), peritonio bovino em ratos (OLIVEIRA et al., 2008);
pericardio bovino em cio (ALVARENGA, 1992; QUITZAN et al., 2003; BRANDAO et al.,
2006); pericardio bovino em ovinos (COLLATUSSO et al., 2011); pericardio bovino em ratos
(COLLATUSSO et al., 2012); ligamento nucal bovino no cao (DALECK et al., 2000); do
diafragma homologo em cdo (MAZZANTI, 2000); submucosa intestinal porcina como
enxerto em veia cava de cdes (GRECA et al., 2005); centro tendinoso de ovino em cao
(MAZZANTI, 2000); membrana amnidtica autégena em caes (ACETO et al., 2007); coérnea
homologa em ceratoplastia lamelar em caes (GONCALVES et al., 2000), cartilagem auricular



bovina em coelhos (SILVA et al., 2009), artéria cardtida homologa para uretroplastia em caes
(PAULO et al., 2000).

2.2 Estrutura do Pericardio
2.2.1 Anatomia

O pericardio ¢ uma membrana que forma um saco fibroso, grosso, translicido, de dois
folhetos. E composto por uma folha fibrosa externa que se adere ao esterno, aos grandes vasos
e ao diafragma, e por uma membrana serosa interna. Sua capa fibrosa esta coberta por uma
lamina serosa de células cuboides, que junto com a membrana serosa formam o pericardio
parietal JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). A membrana serosa, por sua vez, se reflete na
superficie epicardica formando o pericardio visceral (COVARRUBIAS et al., 2005). O
pericardio ¢ uma membrana altamente resistente, de facil manejo cirurgico, maleavel, de facil
acesso ¢ habitualmente representa um material de interesse no processo de fabricacdo
principalmente de proteses cardiacas e para cirurgias toracoabdominais (SANTILLAN-
DOHERTY et al., 1996)

2.2.2 Histologia

O pericardio ¢ constituido por um tecido conjuntivo denso ndo modelado, cujos
principais componentes sao as fibras de colageno entrelagadas entre si, diferentemente do
tecido conjuntivo denso modelado, que apresenta orientacdo paralela e ordenada das fibras
colagenas. As fibras de elastina também formam parte do pericardio, no entanto sdo menos
numerosas, ndo formam fibras densas e tendem a estar orientadas em angulo reto com relacao
as fibras colagenas adjacentes.

2.3 Tratamento e Conservacdo de Membranas Bioldgicas

Os implantes requerem técnicas de tratamento e conservacdo, no intuito de preservar
sua viabilidade e diminuir sua antigenicidade. Meios de conservagdo utilizados sdo
betapropiolactona, acido acético glacial, glicerina, solu¢do hipersaturada de agucar, acido
peracético polivinil-pirolidona e o glutaraldeido (BAINES, 1996 apud NOLASCO et al.,
2003).

2.3.1 Glicerina

A glicerina, também conhecida como glicerol ou propano- 1,2,3-triol, ¢ um composto
organico pertencente a fungdo alcool, apresenta-se no estado liquido a temperatura ambiente,
¢ inodoro, higroscopico, viscoso e adocicado (COLLINS, 2005).

A glicerina a 98% em temperatura ambiente ¢ a solu¢do mais comumente utilizada no
tratamento de membranas bioldgicas na medicina veterinaria e apresenta como vantagem
principal o baixo custo e propriedade antisséptica, preservando a textura e a integridade
celular do tecido (ALVARENGA, 1992; MOTA et al., 2002). Ela atua na desidratacdo do
tecido, substituindo a maior parte da dgua intracelular, sem alterar a concentragio idnica das
células, funcionando assim como agente fixador e desidratante de rdpida acdo, e na
concentragdo igual ou maior que 25% age como desinfetante, e possui ainda acdo
antibacteriana e antifungica (PIGOSSI et al., 1971). Em 2000, Coronado et al. conservaram
metatarsos felinos contaminados com o virus da Leucemia Felina em solucao de glicerol por
quatro semanas, sendo estes ossos transplantados em gatos sadios. Foi constatado em 98%
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dos animais do grupo a soropositividade para avaliagdo do enxerto, sendo que todos os
enxertos avaliados foram positivos para o virus da Leucemia Felina. Trani (2006) demonstrou
também que, mesmo a temperatura ambiente e por periodo de 30 dias, o virus rabico foi
mantido em pelo menos 50% das amostras tratadas em glicerina a 98%.

De acordo com Leite et al. (1979) este agente quimico proporciona auséncia de reagdes
inflamatérias agudas dos implantes, o que indica a baixa antigenicidade do transplante
mantido neste meio de conservagdo. Segundo Neto et al. (1999), as membranas bioldgicas
conservadas em glicerina apresentam menos reagdes imunologicas, diminuiem os riscos de
rejeicdo, induzem baixa reag¢do inflamatdria e servem como alicerce para o desenvolvimento
de um novo tecido.

2.3.2 Glutaraldeido

O glutaraldeido (C5H802) ¢ um dialdeido saturado encontrado na forma liquida,
incolor ou amarela, utilizada no tratamento quimico, conservagao e fixagao de biomateriais. O
glutaraldeido ¢ pouco poluente devido a sua répida biodegradagdo, ndo bioacumulativa e de
pouca persisténcia no ar, solo e agua, além de ser um excelente fixador de tecidos para a
microscopia eletronica (APECIH, 1998 apud COSTA, 2009). Segundo Cardenas-Lailson et al.
(1997), a solucdo de glutaraldeido possui acdo contra fungos, bactérias e tem agao esporicida,
tendo assim acdo anti-séptica e desinfetante.

Spinosa (1999) apud Rabelo et al. (2004) descreveram que a agdo bactericida do
glutaraldeido ¢ determinada pela alquilagdo de grupos amino e sulfidricos de proteinas e do
nitrogénio do anel da base purina dos acidos nucléicos (DNA e RNA) da célula bacterina e
também, que pode interferir nas proteinas da membrana e do citoplasma das bactérias.
Relaciona-se como caracteristicas positivas sua eficacia contra todos os tipos de
microrganismos, inclusive virus e esporos bacterianos. Entretanto, Trani (2006) em um
experimento com pericardios de camundongos tratados com glutaraldeido a 0,625%, observou
a permanéncia do virus rabico, mesmo quando as membranas foram mantidas na solucio por
18 dias a temperatura ambiente, em 50% dos camundongos, demostrando assim a necessidade
de uma maior concentragdo de glutaraldeido para obter-se a¢do viricida, sem contudo causar
toxicidade sistémica e danos teciduais.

Concentragdes acima de 10% sdo utilizadas para esterilizagdo de material cirargico e
endoscopio; para tratamento de material biologico utilizam-se concentragcdes abaixo de 2%,
porém ha controvérsias sobre a concentragdo ideal para a preparagdo, sendo que a maioria dos
autores trabalha em concentragdo de 0,5 a 1,0% (GUTIERREZ-SAMPERIO et al., 2002).
Gallo et al. (1982) utilizaram a solucdo de glutaraldeido para conservagdo do pericardio
bovino e suino para fins de implantacdo, e verificaram que o conservante manteve inalteradas
as estruturas morfologicas do implante nos aspectos macro e microscopios, além de garantir
uma baixa antigenicidade.

Tang e Eaton (1995), em seu estudo sobre respostas inflamatoérias em bioenxertos,
concluiram que as respostas inflamatorias cronicas tém sido observadas ao redor de muitos
tipos de implantes e t€ém sido associadas com vérias complicacdes que afetam tanto o receptor
quanto o implante. Costa (2009) observou reacdo inflamatoria local exacerbada e
incorporagdo insatisfatoria naqueles implantes tratados com concentragdo de 1,5% de
glutaraldeido, e obteve boa resposta local nos grupos com concentragdes de glutaraldeido a
0,625% e 1%.

2.3.3 Associacdo de Solucoes



Historicamente na medicina, a preservacdo das membranas bioldgicas para suas
diversas aplicacdes consiste no tratamento com diferentes concentracdes de glutaraldeido e
posterior conservacdo em formaldeido a 4% (IONESCU et al., 1977; GAMA et al., 1979;
BAUCIA et al., 2006; MIYAMOTTO et al., 2009). Isto ocorre devido a instabilidade das
solugdes de glutaraldeido que impede sua manutengao por periodos prolongados. Em 1993,
Pinto et al. realizaram um estudo experimental para avaliacio de biocompatibilidade de
pericardios bovinos tratados com glutaraldeido a 0,5%, conservados ou ndo em formaldeido,
implantados no tecido subcutaneo da regido abdominal de ratos. As andlises histologicas
revelaram que houve auséncia de biocompatibilidade e toxicidade nas células mesmo apos a
lavagem abundante com solucdo salina antes do implante das membranas tratadas em
glutaraldeido conservados ou ndo em formaldeido; revelando assim que tanto a solugdo de
glutaraldeido quanto a de formaldeido sdo toxicas para o organismo receptor.

Na medicina veterindria, a ampla experiéncia da utilizagdo do glicerol como solucdo
unica na conservacao de biomembranas por periodo minimo de 30 dias, aponta esta
substdncia como vantajosa na substituigdo do formaldeido, por suas caracteristicas de
facilidade e baixo custo de manejo, além de excelente biocompatibilidade (NETO et al., 1999;
PAULO et al., 2000; RAPPETI et al., 2002; BRANDAO et al., 2006; ACETO et al., 2007;
OLIVEIRA et al., 2008; BUSNARDO et al., 2009).

Rojo et al. (2009) utilizaram o glutaraldeido na concentragdo de 0,625% em uma
solugdo tampao 0,I1M de fosfato de sodio (pH 7,4) durante 24 horas e posterior conservacao
em glicerina a 98% do saco pericardico bovino, para avaliagdo tensiométrica de fragmentos
obtidos nos sentidos circunferencial e longitudinal, sem compara-las com o pericardio
preservado em outras solu¢des. Nao ha na literatura estudos que indicam a associacdo do
glutaraldeido com a glicerina em relacdo as carateristicas fisicas e histologicas, bem como a
sua acao antimicrobiana na conservacao de membranas bioldgicas.

2.4 Avaliacao Tensiométrica

Os estudos biomecanicos t€ém como objetivo determinar as propriedades mecanicas de
um material bioldgico e, dependendo de suas caracteristicas fisicas, pode-se submeté-lo aos
ensaios de tragdo, tor¢cdo, compressdo e flexdo. A mensuracdo da resisténcia dos materiais
implantados avalia a capacidade destes em suportar tensdo quando usados clinicamente
(BATISTA et al., 1996).

A forga maxima ¢ um valor absoluto, expresso em quilograma-forca (Kgf) ou Newton
(N), e representa a maior forca exercida pelo tensiometro durante o ensaio de tracdo. A forga
de ruptura, também expressada por Kgf ou em N, representa uma for¢a que se aplica no corpo
de prova até sua ruptura total. A for¢a de ruptura ¢ a variavel utilizada para calcular a tensao
de ruptura, que ¢ a razdo entre a forca (F) e a unidade de area (S); a letra S representa a area
de sec¢do transversa do corpo de prova, calculada pela formula S=L.E, onde L ¢ a largura do
remendo em milimetros e E, a espessura do material em milimetros. A tensdo de ruptura ¢
expressa em Newton/m? que corresponde a um Pascal (Pa, sistema internacional); quando a
tensdo ¢ aplicada em milhdes de Pa, usa-se MPa (N/mm?®) ou 10° Pa (SCHAPERY, 2000).
Segundo Miyamotto et al. (2009), a espessura do pericardio bovino tem em média 0,3
milimetros (variacdo de 0,25 a 0,35mm), retirada de um corte transversal do pericardio e
usando-se uma régua para microscopia optica em aumento de 40 vezes.

Gutiérrez-Samperio et al. (2002) realizaram um estudo a respeito de pericardio bovino,
tratado em solucao de glutaraldeido em diferentes concentragdes (0,5%; 1,0%; 2,0%; 2,5% e
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5,0%) por 15 dias seguidos, no qual observou-se que as membranas conservadas em 1%
apresentaram maior resisténcia tensiométrica e elasticidade quando comparada as conservadas
a 0,5%, porém estas ultimas foram mais faceis de manejar.

Guimaraes et al. (2008), avaliaram as propriedades tensiométricas de centro tendineo de
diafragma, peritdnio e pericardios bovinos conservados por 30, 60 e 90 dias em glicerina e
das membranas a fresco, e constataram que o pericardio bovino suportou maiores tensoes, ou
seja, uma maior forca de tracdo por area de secdo comparados aos centro tendineo de
diafragma e ao peritonio. Miyamotto et al. (2009), realizaram analise comparativa quanto a
resisténcia tensional do pericardio bovino tratado em glutaraldeido a 0,5% e conservado em
solugdo de formaldeido a 4% com a da veia safena magna retirada da regido proximal da coxa
para realizagdo de endarterectomia de carodtida. Os autores concluiram que a resisténcia do
pericardio bovino a ruptura € significativamente maior do que a da veia safena magna e
observou-se que, quanto maior a espessura do remendo em ambos os grupos, maior serd a
resisténcia a ruptura.

Segmentos de pericardio bovino retirados em sentidos distintos apresentam resisténcia
diferenciada a tragdo. Rojo et al. (2009) demonstraram que os corpos de prova extraidos no
sentido circunferencial do saco pericardico exigem forcas mais elevadas para sua ruptura,
porém aqueles obtidos no sentido longitudinal (&pice-base) mostraram maior elasticidade, o
que, segundo os autores, pode estar relacionado ao arranjo mais desordenado entre as fibras,
que confere melhor resisténcia a tragdo em diversos sentidos.

2.5 Avaliacdo Morfoldgica

Guitiérrez-Samperio et al. (2002) apds realizarem testes tensiométricos avaliaram
histologicamente os pericardios bovinos tratados nas diferentes concentracdes do
glutaraldeido (0,5%; 1,0%; 2,0%; 2,5% e 5,0%) e observaram que nas concentracdes de 2%,
2,5% e 5% havia uma deformidade nas células mesoteliais e nos fibroblastos, além da
retragdo das fibras colagenas. Analisando os testes mecanicos e morfolodgicos, concluiram que
o pericardio bovino conservado a 1% seria a melhor membrana para ser implantada
experimentalmente para reconstru¢do de parede abdominal em ratos.

Em uma avaliacao histolégica de pericardios bovinos conservados em glicerina a 98%
por 15, 30, 60 e 90 dias e a fresco, realizado por Guimardes et al. (2007), os autores nao
verificaram diferengas marcantes quanto a integridade estrutural dos pericardios conservados
em glicerina a 98% por 15 e 60 dias com o grupo controle (pericardio a fresco).

Nolasco et al. (2003) avaliaram histologicamente tenddes bovinos preservados por 70
dias nas concentragdes de polivinil-pirolidona a 0,5%, solugdo hipersaturada de agucar a
300%, glicerina a 98% e glutaraldeido a 0,5%, com rehidratagdo por 24 horas em solugao
fisiologica estéril a 0,9%. Ao compararem estas membranas com os tenddes a fresco, os
autores observaram que o agucar ocasionou pequenos € raros espacamentos entre as fibras,
destruiu totalmente o citoplasma dos fibrécitos sem desagregagdo do nucleo. A glicerina
apresentou alteracdoes semelhantes as do agucar, porém em um grau mais evidente,
demostrando assim ndo ser o preservador ideal para tenddes. Na preservacdo pelo polivinil-
pirrolidona, observaram destruicdo dos fibrocitos, inclusive dos ntcleos e total desagregacao
das fibras coldgenas com frequentes espagos. No grupo preservado pelo glutaraldeido,
notaram fibrilas coldgenas e prolongamento citoplasmatico de fibrocitos integros, semelhante
ao grupo controle, mostrando-se assim como solu¢do mais adequada na preservagdo do tendao
do musculo flexor superficial dos dedos de bovinos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao dos Pericardios Bovinos

Os pericardios bovinos foram obtidos de animais com idade entre 30 a 36 meses, sem
raga definida, machos e fémeas, colhidos apds o abate, em matadouro com Fiscalizagdo
Estadual na cidade de Trés Rios — RJ. Os pericardios foram extraidos pelo pessoal técnico do
matadouro, na sequéncia da linha de abate, com uso de luvas de procedimento sobre mesa
inoxidavel e com instrumental de corte proprio do setor; os sacos pericardicos eram cortados
na regido da base, sendo entdo separados inteiros do coragdo, colocado em sacos plasticos
transparentes e acondicionado em geladeira por aproximadamente duas horas até o transporte.

Para o transporte do material, foi utilizada uma embalagem plastica nova mantida em
recipiente térmico com gelo, para manutengdo dos pericardios em temperatura de
aproximadamente 10°C, conforme preconizado por Pinto et al. (1993), at¢ a chegada ao
laboratdrio no Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Em
prosseguimento, foi realizada a limpeza pericardica, retirando-se a gordura para que o seu
tratamento e conservagao fossem iniciados.

3.2 Grupos Experimentais

Grupo G (controle) — fragmentos de pericardios bovinos conservados unicamente em
glicerina a 98% por 30 dias seguidos.

Grupo I — fragmentos de pericardios bovinos tratados com glutaraldeido a 0,625% por
18 dias com posterior conservagdo em glicerina a 98% por 30 dias seguidos.

Grupo II - fragmentos de pericardios bovinos tratados com glutaraldeido a 0,8% por 18
dias com posterior conserva¢do em glicerina a 98% por 30 dias seguidos.

Grupo I1II - fragmentos de pericardios bovinos tratados com glutaraldeido a 1,0% por 18
dias com posterior conservagdo em glicerina a 98% por 30 dias seguidos.

Grupo in natura — somente para a Avaliagdo Tensiométrica - corpos de prova de
pericardio bovino recém-adquirido sem nenhum tipo de tratamento ou conserva¢do quimica;
mantidos resfriados a 10°C durante o transporte (aproximadamente 90 minutos).

3.3 Preparo dos Pericardios Bovinos



As solugdes em questio foram elaboradas no laboratério do Departamento de Medicina
e Cirurgia Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Foi produzida uma
solugdo PBS (Phosphate-Bufferid Saline), composta por fosfato monopotassio, fosfato
dissodico, cloreto de sodio e 4gua destilada para o tamponamento das solugdes de glicerina
bidestilada 98% e de glutaraldeido 25%, sendo esta ultima solugdo diluida em agua destilada
até chegar-se nas concentracdes de 0,625%, 0,8% e 1,0%, tamponada com solu¢cdo PBS (pH
de 7,4), assim como a glicerina 98%.

Os pericardios bovinos, apos a limpeza, foram fracionados no sentido base-apice em
partes com areas equivalentes a 2,0cm? (analise morfologica) e, 10 cm?” (analise tensiométrica)
em seguida, colocado um fragmento em cada frasco estéril de solucdo com capacidade de
70mL, sendo cinco fragmentos para cada grupo experimental. Todos os frascos, devidamente
identificados, permaneceram armazenados em temperatura ambiente sob protecdo da luz
(Figural).

b

Figura 1- Frascos estéreis contendo um exemplar de fragmento de pericardio bovino de
cada grupo experimental: Grupo G (Controle - glicerina 98%), Grupo I (0,625% de
glutaraldeido), Grupo II (0,8% de glutaraldeido) e Grupo III (1,0% de glutaraldeido),
protegidos da exposi¢do luminosa.

3.4 Avaliacdo Macroscopica

Aspectos macroscopicos foram observados nos diferentes grupos apds os periodos de
tratamento especificos, comparando-se com a membrana in natura e também entre os grupos
experimentais. As caracteristicas avaliadas consistiram em coloragdo, textura e forma das
membranas apos o periodo de hidratagdo preconizado (20 minutos).

3.5 Avaliacao Histologica

A andlise histologica foi realizada no Laboratorio de Anatomia Patologica do
Departamento de Epidemiologia e Saude Publica da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. Foram confeccionadas 20 amostras teciduais de pericardios bovinos medindo 2,0cm?,
as quais foram devidamente tratadas, conservadas e identificadas como descrito
anteriormente. Apos a retirada dos fragmentos de seus respectivos frascos, estes foram
lavados em solugao salina estéril e reidratados. Os fragmentos foram fixados em formaldeido
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tamponado a 10% e processados pelo método rotineiro para realizagao dos cortes histologicos
em um microtomo rotativo, obtendo-se cortes de Sum com auxilio de navalhas descartaveis,
que foram submetidos a coloragdo de hematoxilina e eosina (HE), sendo as fotos
documentadas utilizando-se camera digital acoplada ao microscopico dptico.

3.6 Ensaios de Tragao

O ensaio mecanico de tragcdo foi realizado no Laboratorio de Macromoléculas Eloisa
Mano na Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Os grupos experimentais foram os
mesmos do ensaio histoldgico, porém com acréscimo do grupo in natura, constituido pelos
corpos de prova de pericardio bovino recém-adquirido sem nenhum tipo de tratamento ou
conservagdo quimica, somente hidratada em solucdo fisiologica estéril a 0,9%, totalizando
assim 25 corpos de provas. Os fragmentos preparados mediam 2,0cm de largura ¢ 10cm de
comprimento. As espessuras dos pericardios foram mensuradas utilizando-se um paquimetro,
o qual revelou a medida de 0,8mm em média.

No laboratorio, o material foi devidamente retirado de seus respectivos frascos e lavado
em solucdo salina estéril (cloreto de sodio a 0,9%) para retirada dos residuos de sua
superficie, e reidratados por 20 minutos no mesmo tipo de solugdo. Em seguida, os cinco
corpos de prova de cada grupo foram devidamente enumerados para uma correta comparagao
e identificagdo.

Os testes foram realizados na maquina universal de ensaio AME ® (Técnica Industrial
Oswaldo Filizola) com capacidade de SkN (Figura 2). A maquina possui interface direta a um
microcomputador com o software DynaView Standard/Pro M, capaz de gerar graficos da
carga versus tempo para cada ensaio. No momento do ensaio, os corpos de prova sofreram
uma pré-carga de 2 Newton durante 30 segundos, com o intuito de promover acomodag¢do do
sistema, evitando-se possiveis folgas no conjunto de maquinas, acessério e modelo ensaiado.

Em seguida, a pré-carga prosseguiu com velocidade pré-estabelecida de 10mm/mim
iniciando o ensaio de tra¢do até a ruptura da membrana. A carga aplicada foi registrada pelo
software em intervalos regulares de tempo até o momento da ruptura da membrana. A tensao
de cada grupo de prova ¢, por defini¢do, a razdo forca maxima aplicada/area de seccdo. Os
dados foram agrupados e descritos estatisticamente por meio de valores médios e desvio
padrdo, utilizou-se teste ndo paramétrico de Mann-Whitney com nivel de significancia igual a
5% (p<0,05) adotado em todas as comparagdes dos grupos estudados.



Figura 2- Foto da maquina universal de ensaio AME ® (Técnica Industrial Oswaldo
Filizola) capacidade de SkN localizada no Instituto de Macromoléculas da Universidade
Federal do Rio de Janeiro. Nota-se o pericardio bovino em repouso posicionado no aparelho,
destacado pela seta.
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4RESULTADOS

Alteragdes no aspecto fisico das membranas foram observadas principalmente nos
grupos tratados com glutaraldeido nas diferentes concentracdes e conservados em glicerina.
Em comparag¢do aos pericardios bovinos in natura, houve mudanga significativa na coloragao,
de branco leitoso para amarelo acastanhado. A textura macia das membranas a fresco
mostrou-se pouco alterada pela conservacdo em glicerina, porém a adi¢do do tratamento com
o glutaraldeido conferiu aspecto “emborrachado” em todas as concentracdes utilizadas,
acompanhado de alteragdo na forma das membranas, que mostravam leve encurvamento das
margens dos retalhos (Figura 3).

Todas as membranas analisadas histologicamente, tanto as conservadas por glicerina a
98% por 30 dias quanto as pré-tratados em glutaraldeido nas concentragdes de 0,625%, 0,8%
e 1,0% por 18 dias para posterior conservacao em glicerina por mais 30 dias, apresentaram a
mesma constituicdo estrutural. Verificou-se ainda no material conservado em glicerina e no
tratado com glutaraldeido e conservado em glicerina, baixa afinidade tintorial para a eosina e
alta para a hematoxilina. Observou-se a presenca de tecido conjuntivo denso ndo modelado
com fibras pouco acidoéfilas dispostas longitudinalmente sem orientagdo fixa, bem préximas
entre si com nucleos acentuadamente baséfilos. Comparando-se o grupo controle (Grupo G)
com 0s grupos experimentais, ndo verificou-se diferencgas histologicas e estruturais entre as
amostras (Figura 4).

Figura 3- Aspecto fisico dos pericardios bovinos ap6s a rehidratacdo com solucao salina
estéril por 20 minutos. A. Pericardio bovino conservado somente em glicerina por 30 dias. B.
Pericardio bovino pré-tratado em glutaraldeido por 18 dias e conservado em glicerina por 30
dias.



Figura 4- Fotomicrografias das amostras dos pericardios bovinos na coloracdo HE. A.
Grupo controle (aumento 6,3x). B. Grupo controle (aumento 40x). C. Grupo experimental I
(aumento 6,3x). D. Grupo experimental I (aumento 40x). E. Grupo experimental III (aumento
6,3x). F. Grupo experimental III (aumento 40x). Nota-se que ndo héa diferenga histologica
entre o grupo controle e os grupos experimentais, nos quais se observa tecido conjuntivo
denso ndo modelado (DNM), fibras em disposi¢do longitudinal (>) e nicleos acentuadamente
basofilos (V).

Nas andlises tensiométricas a ruptura dos corpos de prova ocorreu quase em sua
totalidade na sua regido central, embora em alguns exemplares tenha ocorrido proximo de
uma de suas extremidades, modificando assim o ponto de ruptura para uma regido mais distal.
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Foram obtidas e analisadas as seguintes propriedades mecanicas: Forca méxima de tracdo e
Tensao maxima.

O Grafico 1 mostra um exemplo do comportamento de resposta a tragdo de um corpo de
prova do pericardio bovino, aplicada na direcao uniaxial até a forca que causou a ruptura
(For¢ca méxima de tragdo) representada em Newtons. Pela andlise do grafico, pode-se observar
que a medida que o tempo passa e a for¢a de tragdo aumenta, vai ocorrendo seu alongamento,
o que pode ser visualizado ao longo do teste. O comportamento da membrana submetida a
tracdo pode ser dividido em trés partes, definidas no gréafico. Inicialmente, ocorre o
alongamento para pequenos valores de for¢a (trecho 1). No trecho 2, ocorre um aumento
consideravel de for¢a a medida que o corpo de prova se alonga mais intensamente. E por fim,
no trecho 3, esse comportamento alcanca a forca maxima, as fibras da membrana se rompem
gradualmente, neste instante a forca decresce enquanto ocorre o aumento visual do
alongamento do corpo de prova.
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Grafico 1- Comportamento Forca versus Tempo durante um ensaio de resisténcia a
tracdo de um corpo de prova de pericardio bovino com aplica¢do de carga na dire¢do uniaxial
ao eixo longitudinal. Legenda: F.Méx. (Forca Maxima).

Das observacdes referentes aos testes fisicos com o pericardio bovino (Tabela 1),
constatou-se que a for¢a maxima calculada foi em média 86,08N para amostras in natura,
97,64N para os pericardios conservados em glicerina a 98% por 30 dias, 146,2N para os
pericardios que sofreram pré tratamento com glutaraldeido a 0,625% e conservacdo em
glicerina por 30 dias, 101,96N nas amostras tratadas a 0,8% de glutaraldeido e 119,36N nas
tratadas por glutaraldeido a 1,0% (tabelal).

A area utilizada no célculo da tensdo maxima para os grupos de pericardios bovinos foi
de 16mm’. A tensdo maxima média calculada nesta amostra foi de 5,38N/mm? para o grupo in
natura; 6,10N/mm? para o grupo G; 9,13N/mm? para o grupo I, no grupo II a tensdo maxima
foi de 6,37N/mm’ e no grupo III observou-se tensdo de 7,46N/mm? (Tabelal e Grafico 2).



A andlise estatistica pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney ndo mostrou diferenca
significante para os valores de Forca Médxima e de Tensdo Maxima entre os diferentes grupos.

Tabela 1- Valores referentes a forga maxima (F. Max) e tensdao maxima (T. Max) dos
fragmentos de pericardio bovino submetidos ao ensaio mecanico de tracdo nos grupos In
natura, grupo G (Controle-glicerina 98%) e os grupos experimentais I (glutaraldeido 0,625%
+ glicerina 98%), II (glutaraldeido 0,8% + glicerina 98%)), e III (glutaraldeido 1% + glicerina
98%), expressos em valores médios + desvio padrao.

GRUPOS EXPERIMENTAIS
PARAMETROS
G I I 11
In natura
Fori;l;dax' 86,08+ 23,63 97.64+33,32 146,20£42.65 101,96+30,69 119,36+ 36,97
Tensao Max. | 5 30, 1y 6,10£0,93 9,13+1,29 6,37+1,35 7,46£1,23
(N/mm?®)

Grafico 2- Representacdo grafica dos valores médios da tensdo méaxima e desvio padrao
dos corpos de prova dos pericardios bovinos submetidos aos ensaios de tracao nos diferentes
grupos: In natura, grupo G (Controle-glicerina 98%) e grupos experimentais I (glutaraldeido
0,625% + glicerina 98%), II (glutaraldeido 0,8% + glicerina 98%), e III (glutaraldeido 1% +
glicerina 98%).

5DISCUSSAO

O pericardio bovino foi obtido sem custos e com seguranga em um abatedouro de
inspecdo estadual, comprovando-se os relatos de literatura que consideram-no uma membrana
de facil aquisi¢do (ALVARENGA, 1992; SANTILLAN-DOHERTY et al., 1995). Pode-se
afirmar também que o tratamento com glutaraldeido, assim como a manutengdo em glicerina,
¢ de facil implementacao, exigindo equipamentos simples e procedimentos de facil execugao.
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A utilizagdo da glicerina como conservadora de tecidos bioldgicos ¢ difundida na
medicina veterinaria pelos seus efeitos antibacterianos, sendo questionada, entretanto, por sua
acao antiviral (CORONADO et al., 2000 ¢ TRANI, 2006). E relatada, na maioria das vezes,
como solu¢do unica no tratamento de varias membranas: dura-mater de caes (PIGOSSI et al,
1971), pericardio equino (BRUN et al 2002), peritonio bovino (DALECK et al 1987;
DALECK et al, 1988; NETO et al, 1999; BUSNARDO et al, 2009), pericardio bovino
(ALVARENGA, 1992; QUITZAN et al, 2003; BRANDAO et al, 2006; MIYAMOTTO et al,
2009), pericardio bovino para utilizacdo em ovinos (COLLATUSSO et al, 2011); pericardio
bovino em ratos (COLLATUSSO et al, 2012); ligamento nucal bovino (DALECK et al,
2000), diafragma canino (MAZZANTI, 2000), centro tendinioso ovino (MAZZANTI, 2000),
membrana amnidtica (ACETO et al, 2007), cornea de cdes (GONCALVES et al, 2000) e
cartilagem auricular bovina (SILVA et al, 2009), entre outras. O intuito de se propor, no
presente trabalho, o pré-tratamento dos pericardios bovinos com o glutaraldeido, ¢ o de
possibilitar uma forma de utilizagdo mais segura quanto a possibilidade de transmissdo de
patoégenos, mantendo-se entretanto as caracteristicas de baixo custo e praticidade do protocolo
tradicional em nosso meio, que ¢ a utilizacdo da glicerina como meio unico de tratamento e
conservacao.

O glutaraldeido ¢ considerado como uma substincia esterilizante e ¢ utilizado no
tratamento de bioproteses, com maior frequéncia nas concentragdes de 0,5% ou 0,625%.
Porém, na concentragdao de 0,625%, Trani (2006) observou que ndo foi obtida eliminagdo de
particulas de virus rabico nas amostras positivas de pericardios de camundongos. Costa
(2009) utilizou concentragdes de glicerina e glutaraldeido semelhantes as utilizadas no
presente experimento. Este autor verificou que concentragdes de glutaraldeido acima de 1,5%
causam elevada toxicidade no local do implante, reforcando a seguranca da utilizagdo das
concentragdes entre 0,625% a 1,0% de glutaraldeido quanto a sua biocompatibilidade no
tratamento de pericardios bovinos. Martins et al. (2011) observaram que estas mesmas
biopréteses ndo provocaram lesdes macroscopicas ou histoldogicas nos rins, figado e baco de
60 camundongos implantados. Estes resultados, oriundos de trabalhos do mesmo grupo de
pesquisa do presente estudo, motivou a determinagdo das concentracdes de glutaraldeido aqui
utilizadas.

Apesar da implantagdo cirargica em animais nao fazer parte do protocolo experimental
seguiu-se os procedimentos indicados para o uso cirurgico da membrana na pratica, portanto
procedeu-se a reidratacdo que, segundo Raiser et al. (2001), ¢ fundamental pois a glicerina
tem um poder de desidratacdo, o que lhe dé4 sua caracteristica conservadora. Segundo estes
autores o tempo minima varia de acordo com a densidade do material. O método de
reidratacdo dos pericardios bovinos seguiu a indicagdo de Rojo et al. (2009), que utilizaram
solugdo fisioldgica a 0.9% em temperatura ambiente (20°C) durante 20 minutos, uma vez que
foi o tinico relato encontrado da associag@o do glutaraldeido com a glicerina para o tratamento
das membranas.

O arranjo das fibras coldgenas sabidamente influencia na resisténcia das membranas. Os
cortes de pericardio bovino avaliados microscopicamente mostraram o caracteristico tecido
conjuntivo denso ndo modelado que segundo Junqueira e Carneiro (2004), constitui os
revestimentos viscerais fibrosos. Este arranjo, apesar de caracteristico da membrana
pericardica, ndo ¢ uniforme em toda a sua extensdo, conforme relatado por Rojo et al. (2009).
Os autores estudaram a resisténcia de cortes de pericardio bovino em dois diferentes sentidos
— longitudinal (4pice/base) e circunferencial, observando que a resisténcia dos cortes
circunferenciais ¢ mais elevada, devido a disposi¢do mais uniforme das fibras colagenas dos



fragmentos obtidos desta forma; entretanto, os mesmos autores consideram que uma
distribuicdo mais desordenada das fibras confere maior elasticidade aos fragmentos e,
portanto, pode-se sugerir uma flexibilidade mais adequada a aplicagdo cirurgica, que
geralmente envolve a substituicdo de paredes corporais ou viscerais, as quais sofrem tensao
em diversos sentidos. Seguindo-se a ideia de que o modelo experimental visa contemplar as
situacdes de aplicacdo clinica, os fragmentos foram produzidos, tanto para anélise histologica
quanto tensiométrica, no sentido longitudinal da membrana (&pice/base), para a avaliagdo de
retalhos apropriados a utilizacdo em cirurgias reconstrutoras.

A mensuracdo da espessura dos pericardios bovinos mostrou média muito superior
aquela relatada por Myamotto et al. (2009). A afericdo com paquimetro pode ter fornecido
resultados imprecisos quando comparada a medida com régua microscopica, que foi realizada
por estes autores. Deve-se considerar ainda as variaveis dos diferentes grupo de animais, com
possivel interferéncia de raga, idade, tamanho, sexo, entre outras.

Alteragdes morfoldgicas macroscopicas foram observadas nos grupos pré-tratados com
glutaraldeido, como mudangas na cor e textura das membranas, o que se esperava ser
acompanhado nas alteracdes histoldgicas quanto a organizagdo das fibras e no aumento da
resisténcia mecanica, porém isto ndo foi observado. Sugere-se que a conservagao em glicerina
por 30 dias, apos o tratamento com glutaraldeido, pode ter tido influéncia nos resultados
histologicos e tensiométricos do presente estudo, o que, entretanto, ainda precisa ser
examinado.

O efeito do tratamento e conservacdo com glicerina sobre a estrutura morfolégica das
membranas bioldgicas vem sendo estudado ao longo do tempo e os trabalhos demonstram que
ndo ha influéncia desta substancia sobre a organizacao tecidual. Em uma avaliacao histologica
de diversas membranas realizada por Guimardes et al. (2007), dentre as quais o pericardio
bovino, conservadas em glicerina a 98% por 15, 30, 60 ¢ 90 dias e a fresco, os autores nao
verificaram diferengas marcantes quanto a integridade estrutural dos pericardios conservados
em glicerina a 98% por 15 e 60 dias em comparacdo com o grupo controle (pericardio a
fresco). Daleck et al. (1987) ndo observaram também alteracdes no aspecto das células
mesoteliais e das fibras conjuntivas do peritonio canino autdégeno ou homoélogo conservado
em glicerina, implantados em caes, assim como Daleck et al. (1988), que verificaram que o
peritdnio bovino conservado em glicerina a 98% por 60 dias apresentava um aspecto
estrutural semelhante ao peritonio a fresco. Nos trés estudos, sugere-se que a glicerina possui
uma agao inibitéria enzimatica que impede a degeneracao das fibras do material conservado, e
promove a preservagao por uma acao desidratante, sem alteragdo das caracteristicas da textura
do tecido. Com base nestes dados da literatura, os pericardios bovinos tratados com glicerina
98% foram considerados como Grupo Controle na avaliagao morfologica do presente estudo.

Os resultados da avaliagdo microscopica confirmaram os achados de Gutierrez-
Samperio et al. (2002), quando testaram o tratamento de pericardio bovino com glutaraldeido
em concentragdes até 1%, apesar de concentragdes a partir de 2% terem promovido
deformidade de células mesoteliais e dos fibroblastos e retracdo das fibras colagenas. Estes
autores ndo indicaram o motivo das baixas concentragcdes de glutaraldeido ndo causarem
alteracdes histoldgicas significativas, o que também nao se pode explicar com os achados aqui
obtidos, ja que as alteragcdes macroscopicas foram evidentes e esperava-se que viessem
acompanhadas de algum nivel de rearranjo estrutural. E possivel que modificagdes a nivel
ultraestrutural ou molecular sejam a causa da mudanga na aparéncia das membranas, o que
ainda precisa ser investigado. De qualquer forma, concentra¢des acima de 1% sdo contra-
indicadas por ndo serem biocompativeis, visto que Costa (2009) observou reacao inflamatoria
moderada nos implantes de pericardio bovino quando aplicados em parede abdominal de
ratos.
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Leite et al. (1979) relatam que o provavel esmaecimento nas laminas coradas por
hematoxilina-eosina das amostras de membranas bioldgicas mantidas em glicerina, deve-se ao
fato de que esta solugdo ¢ um alcool tri-idrico de formula molecular (C;HsOs), que reage com
o citoplasma da célula diminuindo a afinidade tintorial para a eosina e aumentando para a
hematoxilina. Supde-se que mecanismo semelhante ocorra em relagdo ao glutaraldeido, uma
vez que, tanto no material conservado em glicerina quanto no tratado com glutaraldeido e
conservado em glicerina neste estudo, foi observada baixa afinidade tintorial para a eosina e
alta para a hematoxilina.

A forca méaxima foi o principal parametro utilizado para comparar a diferenca de
resisténcia tecidual entre os grupos estudados, que representa a maior forca aplicada durante o
ensaio de tracdo. Ao ultrapassar o limite elastico (For¢a Maxima), a deformagdo do material
serd irreversivel. A forga maxima ¢ uma propriedade mecanica analisada na fase plastica da
deformacao do tecido testado, na qual provavelmente algumas fibras foram rompidas e outras
ja estavam deformadas, mesmo se a forca de ruptura ndo for atingida. Seu significado
biolégico ¢ de grande importancia porque, antes mesmo de sofrer a ruptura, um implante
cirargico perde a fun¢do se ocorrer sua deformagdo permanente.

Segundo Herrero et al. (1999) e Miyamotto et al. (2009), a forma de tratamento do
pericardio pode influenciar na sua resisténcia a tracdo. Estes autores argumentam que o
glutaraldeido estabelece ligacdes cruzadas entre os grupos aldeidos e amina das fibras
colagenas, aumentando a estabilidade do tecido e, consequentemente, aumentando a
resisténcia do material de forma mais eficaz que outras substancias alternativas que podem ser
utilizadas para este fim: difenilfosfarilazida e o etildimetilaminopropil carbodiamida. Os
resultados obtidos demonstraram que os retalhos de pericardios pré-tratados em glutaraldeido
nas concentragdes de 0,625%, 0,8% e 1,0% por 18 dias para posterior conservagdo em
glicerina a 98% por 30 dias, ndo tiveram sua resisténcia mecanica notavelmente alterada, visto
pelos resultados de for¢ga maxima e tensdo maxima dos pericardios sem diferenga estatistica
significante (p<0,05) quando comparados com os grupos in natura ¢ Glicerina. Assim como
na avaliacdo histologica, sugere-se que as baixas concentragdes utilizadas podem ter sido
responsaveis por este resultado ou, ainda, que a conservagao em glicerina por 30 dias pode ter
tido influéncia nos resultados tensiométricos, o que, entretanto, precisa ser melhor examinado.
Deve-se considerar que o aumento de resisténcia das membranas biologicas imputado ao
tratamento com glutaraldeido ndo ¢ o objeto desta pesquisa, uma vez que o pericardio bovino
conservado em glicerina 98% ou tratado com solu¢des de glutaraldeido nas concentragdes
estudadas mostrou resisténcia adequada para seu uso clinico.

Vinculando-se as atividades antimicrobianas conhecidas do glutaraldeido e a praticidade
da glicerina 98% na conservagdo de membranas biologicas, aos resultados aqui apresentados
de compatibilidade destas solu¢des na manutencao das caracteristicas morfologicas e
mecanicas do pericardio bovino, sugere-se que o método proposto ¢ adequado para tratamento
desta bioprotese, o que permite sua utilizagdo com seguranga.



6 CONCLUSOES

O tratamento do pericardio bovino com diferentes concentragdes de glutaraldeido
(0,625%, 0,8% e 1%) previamente a conservagdo com glicerina 98% altera sua coloragdo e
textura, comparativamente ao tratamento tradicional desta membrana na medicina veterinaria,
que € a conservacao em glicerina 98% como solugdo unica, e a membrana in natura.

Nao ocorre desestruturacdo histologica do pericardio bovino tratado com diferentes
concentracdes de glutaraldeido (0,625%, 0,8% e 1%) previamente a conservagdo com
glicerina 98% quando comparado ao tratamento Unico com glicerina 98%.

A resisténcia mecanica do pericardio bovino nao ¢ modificada significativamente pelo
tratamento com diferentes concentragdes de glutaraldeido (0,625%, 0,8% e 1%) previamente
a conservagdo com glicerina 98% quando comparado ao tratamento inico com glicerina 98%
€ com a membrana a fresco.

O pericardio bovino submetido a associacdo do tratamento com glutaraldeido e
conservagao em glicerina 98%, mostrou comportamento morfoldgico e mecanico semelhante
ao da membrana tratada de forma tradicional (glicerina 98%).
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